多发性骨髓瘤（MM）是一种浆细胞克隆性异常增生的恶性血液系统肿瘤，目前仍不可治愈，其发病率约占血液系统肿瘤的10%[@b1]。目前，随着对MM认识的加深及MM患者病情进展及预后的高度异质性，R-ISS分期作为广泛应用的预后评价体系已不能满足MM危险度分层和预后判断的临床需要。由于MM的克隆演变、影响因素的复杂性以及肿瘤微环境对MM发病和预后的影响，近年的研究发现，一些免疫标志物对MM的诊断、疗效评估及预后判断具有重要意义，如CD56、CD117、CD200[@b2]--[@b5]。另有研究显示，外周血中性粒细胞（N）与淋巴细胞（L）比值（NLR）与胃癌、肺癌、食管癌、淋巴瘤以及其他实体肿瘤的预后相关[@b6]--[@b9]，高NLR患者预后不佳，可能与肿瘤微环境在肿瘤的发生发展及疗效中起重要作用相关。但目前仍不清楚NLR是否与MM的核型、免疫表型相关及其对MM预后的影响。本研究中我们对236例初诊MM患者的各项指标进行了系统性分析，尤其是NLR与免疫表型、细胞遗传学异常的相关性及其对疾病预后的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2011年12月至2019年1月于青岛大学附属医院就诊的236例初诊MM患者的临床资料，其中男性147例（62.3%），女性89例（37.7%），中位发病年龄62（30\~88）岁，中位骨髓浆细胞所占比例为36%（10%\~98.5%）。分型：IgG型111例（47%），IgA型50例（21.2%），轻链及其他类型共占75例（31.8%）。DS分期：Ⅰ期17例（7.2%），Ⅱ期33例（14%），Ⅲ期186例（78.8%）。ISS分期：Ⅰ期53例（22.5%），Ⅱ期71例（30.1%），Ⅲ期112例（47.5%）。免疫表型：CD56^+^患者124例（52.5%），CD117^+^患者33例（22.3%），CD200^+^患者31例（77.5%）。细胞遗传学分析包括常规染色体核型（中期R+G显带）+间期原位荧光杂交（FISH）检测。复杂染色体核型指常规中期R+G显带染色体检测存在≥3个染色体核型异常或多个预后不良染色体核型异常。常规R+G显带染色体核型检测中复杂染色体核型占18.7%。FISH检测中，遗传学异常检出率为79.2%（80/101），IgH重排阳性率为57.4%（58/101），TP53阳性率为13.9%（14/101），RB-1阳性率为47.5%（48/101），CKS1B/CDKN2C阳性率为44.6%（45/101）。纳入标准：全部患者均符合国际骨髓瘤工作组（IMWG）诊断标准，且均为初诊、既往未接受化疗的患者。排除标准：曾接受化疗、复发、合并其他肿瘤、初诊时肾功能不全且与原发病无关、伴其他影响NLR的因素（如感染、自身免疫性疾病、其他血液病）的患者。对照组选取35名健康者。

2．观察指标：收集MM患者初次化疗前年龄、性别、骨髓浆细胞数、血细胞计数并计算NLR、白蛋白、β~2~微球蛋白（β~2~-MG）、肌酐、血钙、LDH、骨破坏、常规染色体核型、免疫表型、FISH等指标。

3．随访与疗效评价：采用电话、查阅门诊及住院病历的方式进行随访，随访截止至2019年1月30日。总生存（OS）时间定义为自确诊至临床死亡或随访结束的时间；无进展生存（PFS）时间指自确诊至疾病复发、疾病进展、死亡、随访结束的时间。

4．统计学处理：采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。采用受试者工作特征（ROC）曲线确定最佳截断（cut-off）值，记录曲线下面积（AUC）。组间比较采用*χ*^2^检验，单因素分析采用Kaplan-Meier法，组间生存率比较采用Log-rank法，多因素分析采用Cox回归分析，*P*\<0.05为差异为有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、NLR与MM患者临床特征之间的关系

MM患者的NLR明显高于健康对照组（*P*\<0.05）。根据ROC曲线，将MM患者外周血NLR=4作为最佳界值（AUC=0.789，敏感度为68.4%，特异度91.2%），分为NLR\>4（高NLR）组和NLR≤4（低NLR）组。高NLR组患者CD56阴性、TP53阳性及RB-1阳性的发生率较低NLR组显著升高（CD56^−^：62.9%对41%，*P*=0.002；TP53^+^：29.7%对4.7%，*P*=0.000；RB-1^+^：62.2%对39.1%，*P*=0.025），且高NLR组较低NLR组患者更易出现贫血（67.1%对38.0%）、血小板减少（34.3%对13.9%）、髓外浸润（31.4%对9.6%）、复杂核型（34.7%对12.0%）（*P*均\<0.05），而两组在性别、年龄、分期、分型、骨破坏等方面的差异均无统计学意义（*P*均\>0.05）。

二、预后危险因素分析

1．单因素分析：CD56^−^、复杂核型、TP53^+^、RB-1^+^、1q+、髓外浸润、HGB≤85 g/L、NLR\>4的MM患者PFS时间显著缩短（*P*均\<0.05），CD56^−^、复杂核型、TP53^+^、1q+、髓外浸润、HGB≤85 g/L、LDH\>200 U/L、NLR\>4的MM患者OS时间显著缩短（*P*均\<0.05）。

2．多因素分析：结果显示，NLR\>4、TP53^+^、复杂染色体核型是PFS不良的独立危险因素，NLR\>4、TP53^+^、1q+、复杂染色体核型、HGB≤85 g/L是OS不良的独立危险因素。

3．NLR对生存的影响：高NLR组患者PFS及OS时间均较低NLR组患者显著缩短（PFS时间：9个月对43个月，*P*\<0.05；OS时间：15个月对65个月；*P*\<0.05）。在接受1种或多种新药治疗的患者中，高NLR组与低NLR组PFS率和OS率的差异均无统计学意义（*P*均\>0.05），提示新药可改善高NLR组患者的预后。我们进一步分析了免疫表型及细胞遗传学对高NLR组患者不良预后的影响，结果显示，高NLR组MM患者中，CD56阳性患者的中位PFS率和OS率较CD56阴性者高（*P*\<0.05），而CD117、CD200、IgH、TP53、RB-1、1q的表达对高NLR组患者的生存无显著影响。

讨论 {#s3}
====

近年研究发现肿瘤微环境在肿瘤发生发展、复发与转移过程中发挥重要作用，机体对肿瘤的免疫炎性反应与肿瘤的生物学行为关系密切。免疫标志物参与肿瘤的炎性反应，并对预后具有重要意义[@b6]--[@b11]。肿瘤免疫炎症反应及异质性肿瘤克隆通过促进细胞释放免疫调节因子改变肿瘤微环境，从而抑制肿瘤细胞凋亡、促进血管生成、激活细胞表面黏附分子、损伤DNA[@b12]，一定程度上引起瘤细胞表面抗原表达及细胞遗传学的改变。目前研究认为中性粒细胞属于骨髓微环境中髓源性抑制细胞（MDSC），可抑制MM患者T细胞功能[@b13]，并通过分泌各种生物活性物质促进肿瘤发生发展，参与血管生成、促进肿瘤侵袭及转移[@b14]。参与肿瘤免疫反应的淋巴细胞所介导的细胞毒性作用及释放的细胞因子能够抑制肿瘤的增殖及转移。故NLR在一定程度上反映了机体的免疫及炎症反应状态，被认为是促肿瘤性和抗肿瘤性炎性反应的平衡指标，NLR升高提示肿瘤微环境中免疫反应平衡失调，导致被募集至肿瘤部位的免疫细胞的抗肿瘤作用被抑制，形成了利于肿瘤生长的微环境，通过分泌细胞因子促进肿瘤的生长及复发[@b15]--[@b16]。研究表明NLR与胃癌等实体瘤以及淋巴瘤、MM等血液系统肿瘤预后相关[@b6]--[@b9]，免疫表型及细胞遗传学在MM发病、诊治及预后判断中发挥重要作用[@b2]--[@b5],[@b17]--[@b22]。为建立一个更精准的包括临床特征、生化指标、遗传学等的预后分层模式并指导治疗，本研究对我院236例初诊MM患者的临床资料进行分析，探究NLR与MM患者免疫表型、细胞遗传学及预后的关系。

研究发现，免疫表型与细胞遗传学异常对患者预后存在影响。多项研究结果显示，17p−、t（4；14）、t（14；16）等是影响MM患者预后的危险因素[@b5],[@b17]--[@b18]。Sahara等[@b2]--[@b3]研究发现，与CD56^+^的MM患者相比，CD56^−^患者更易发生贫血、肾功能不全及髓外浸润，OS期短，提示CD56^−^患者预后不佳。本研究通过单因素分析显示，CD56^+^MM患者具有更佳的OS及PFS，而CD117表达与预后无显著相关性。多因素分析显示17p−是PFS不良的独立危险因素，17p−、1q扩增是OS不良的独立危险因素，而免疫表型并不是影响MM患者预后的危险因素，与上述结果基本一致。本研究中CD56表达与否与细胞遗传学异常的相关性无统计学意义。

关于NLR和免疫表型及细胞遗传学异常是否在MM微环境中存在关联，目前尚无定论。Kelkitli等[@b23]研究显示NLR≥2患者的OS和PFS时间短、分期晚、肾功能不全的发生率高，多因素分析显示高NLR是患者预后不良的独立危险因素。Shi等[@b24]研究显示NLR\>4患者ISS分期高、del（13q）及t（4；14）发生率低、OS及PFS时间短，高NLR对预后的影响与细胞遗传学异常无关。多因素分析显示TP53+、1q21+、IgH+、NLR高是PFS不良的独立危险因素，TP53+、1q21+是OS不良的独立危险因素。本研究发现，初治MM高NLR组患者较低NLR组患者的贫血程度更重，ISS分期更高，CD56阴性率更高，RB-1、TP53阳性率更高，OS时间更短。基于本研究的数据资料，高NLR组患者IgH、TP53、RB-1、1q是否表达对MM患者预后影响的差异无统计学意义，提示NLR对MM患者预后的作用可能不受染色体核型的直接影响，可作为一组高风险人群存在，原因可能是MM患者机体免疫炎症反应促进骨髓微环境改变，通过与黏附分子、骨髓基质细胞相互作用及损伤DNA使骨髓微环境有利于骨髓瘤细胞生长。与某些研究的结果不全相同，考虑可能受到样本量、地域等因素影响，后期需进一步验证。本研究结果还显示硼替佐米、来那度胺等新药可以克服NLR对MM患者的预后的不良影响，可能与新药促进骨髓瘤细胞凋亡、下调细胞因子刺激信号通路、干扰MM细胞与骨髓基质细胞黏附、抑制T淋巴细胞增殖、减少炎症因子分泌等相关[@b25]--[@b27]，从而抑制肿瘤的免疫炎性反应。

关于NLR界值的选取，国内外研究尚未达成统一意见，有研究采用中位数、ROC曲线等方式确定临界值，但由于是单中心、回顾性研究，病例数不多。需要多中心、样本量大的研究以更深入地探讨NLR的临床应用价值及参考值。
